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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue gewebsspezifische Calpaine und ihre Herstellung. 

Weiterhin betrifft die Erfindung Verfahren zum Screening nach neuen Calpaininhibitoren und deren Verwendung 
5 Calpaine + gehoren zu den intrazellularen, nicht-lysosomalen Enzymen aus der Gruppe der Cystein-Proteasen Sie sind 
an der Ca- -abhangigen Signaltransduktion in eukaryontischen Zellen beteiligt, d. h. sie regulieren abhangig von der 
Ca Konzentration zellulare Funktionen. Calpaine kommen ubiquitar in tierischen Geweben bzw. Zellen von beispiels- 
weise Mensch Huhnern, Kaninchen oder in der Ratte vor. Auch in niederen Tieren wie beispielsweise in Drosophila me- 
lanogaster Schistosoma oder Caenorhabditis elegans wurden Calpaine gefunden. in Helen, Pilzen oder Bakterien konn- 
10 ten bisherkeine Calpaine nachgewiesen werden. 

Bisher sind drei Ilauptisoformen dieser ubiquitaren Calpaine bekannt, die sich in vitro durch ihre Kalzium-abhangige 
Aktiv.erbarkeit unterscheiden. Calpain I (= pCalpain) wird durch p-molare Kalziumion-Konzentrationen aktiviert, wah- 
renrt t.alpam It (= mCalpain ) erst durch millimolare Konzentrationen an Kalziumionen aktiviert wird Beide Calpaine 
bestehen aus zwei Untereinheiten, einer grofien Untereinheit mit ca. 80 kDa und einer kleinen Untereinheit von ca 30 
kDaBeide Untereinheiten des aktiven Heterodimers besitzen Bindungsstellen fur Kalzium. Die groBe Untereinheit wird 
aus folgenden vter Protemdomanen (= I-IV) aufgebaut: einer Proteasedomane (= Domane II), einer Kalzium-bindenden 
Domane (= Domane IV) und zwei weiterer Domanen (= Domane I und HI), deren Funktion unklar ist. Die kleine 30 K- 
Untereinheit besteht aus einer Kalzium-bindenden Untereinheit (= IV) und einer weiteren Untereinheit (= V) deren 
Funknon unklar ist. Zusatzlich zu diesen beiden Calpaintypen wurde ein dritter beziiglich der Kalziumaktivierung inter- 
mediarerTyp (= p/m 80K) im Huhn gefunden (Wang K.K.W. et al., TiPS, Vol. 15, 1994: 412^119, Suzuki, K etal Biol 
Chem. Hoppe-Seyler, Vol. 376, 1995:523-529). 

Neben diesen ubiquitar vorkommenden Calpainen wurden in letzter Zeit zwei neue gewebespezifisch exprimierte Cal- 
paine idennfiziert. nCL-1 (= p94) ist ein in Huhnern, Ratten und Menschen vorkommendes, Muskel-spezifisches Cal- 
pain, das vermutlich als Monomer aktiv sein konnte und nur aus der 80 kd Untereinheit besteht. Neben nCL-1 gibt es ein 
Magen-spezifische Calpain, das in zwei Splicing- Varianten nCL-2 und nCL-2 1 vorkommen kann. nCL-2' unterscheidet 
sich gege nuber nCL-2 .durch das Fehlen der Kalzium-bindenden Region (Sorimachi, H.S. el al., J. Biol. Chem. Vbl. 268, 
No. 26, 1993: 19476-19482, Sorimachi, H:S: ct al., FEBS Lett. 343, 1 994: 1-5) . Auch in Drosophila wurdc cin Calpain- 
homologes Protein (= CalpA), das mit Actin interagiert und vermuthche eine wichtige Rolle in der Embryonalentwick- 
o?J! o^f^"^"' daB zwei verschi edene Splicing- Varianten aufweist (Mol. Cell. Biol. Vol 15 No -> 
30 1995:824-834). Auch hier fehlt der kurzeren Variante die Kalziumbindestelle. 

Man vermutet, daB Calpaine bei verschiedenen physiologischen Prozessen eine wichtige Rollen spielen Eine Vielzahl 
von cytoskeletalen, membrangebundenden oder regulatorischen Proteinen wie Proteinkinase C. Phospholipase C Spec- 
trin Cytoskelett-Proteine wie MAP2, Muskelproteine, Neurofilamente und Neuropeptide, Plattchenproteine, -"Epider- 
mal Growth Factor -, NMDA-Rezeptor und Proteine, die an der Mitose beteiligt sind, sowie weitere Proteine sind Cal- 
painsubstrate (Barrett M.J. et al., Life Sci. 48, 1991: 1659-69, Wang K.K. et al., Trends in Pharmacol. Sci., 15, 1994- 
41 2-419) Die normale physiologische Funktion der Calpaine ist bis heute jedoch noch nicht klar verstanden. Sie sind bei 
einer Vielzahl von physiologischen Prozessen wie beispielsweise der Apoptose, der Zellteilung und -differenzierung 
Oder an der Embryonatentwicklung beteiligt. 

Bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen und Krankheiten wurden erhohte Calpain-Spiegel gemessen, zum 
Beispiel bei: Ischamien des Herzen (z. B. Herzinfarkt), der Niere oder des Zentralnervensystems (z. B Hirnschlag) Ent- 
zundungen Muskeldystrophien, Katarakten der Augen (Grauer Star), Verletzungen des Zentralnervensystems (z. B 
Trauma), Alzheimer Krankheit, HIV-induzierte Neuropathy, Parkinsonsche- und Huntigtonsche Krankheit usw. (siehe 
n f - , " X vem,utet ein en Zusammenhang dieser Krankheiten mit einem erhohten und anhaltenden intra- 
zellularen Kalziumspiegel. Dadurch werden Kalzium-abhangige Prozesse iiberaktiviert und unterliegen nicht mehr der 
physiologischen Regelung. Dementsprechend kann eine Uberaktivierung von Calpainen auch pathophysiologische Pro- 
zesse auslosen. " 6 

Daher wurde postuliert, daB Inhibitoren der Calpain-Enzyme fur die Behandlung dieser Krankheiten nutzlich sein 
konnen. Verschiedene Untersuchungen bestatigten dies. So haben Seung-Chyul Hong et al (Stroke 1994 ->5 (3) 
663-669) und Bartus R.T. et al. (Neurological Res. 1995, 17, 249-258) eine neuroprotektive Wirkung von Calpaininhi- 
bitoren bei akuten neurodegenerativen Storungen, wie sie nach Hirnschlag auftreten, gezeigt. Ebenso verbesserten nach 
expenmentellen Gehirntraumata Calpaininhibitoren die Erholung der auftretenden Gedachtnisleistungsdefizite und neu- 
romotonschen Storungen (Saatman K.E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93 1996- 3428-3433) Edelstein C L et al 
(Proc. Natl Acad. Sci. USA. 92. 1995. 7662-7666) fand eine protektive Wirkung von Calpaininhibitoren auf durch Hy- 
pox.e geschadigten N.eren. Yoshida K.I. et al. (Jap. Circ. LT. 59 (1), 1995, 40-48) konnten gunstige Effekte von Calpai- 
ninhibitoren nach cardialen Schadigungen aufzeigen, die durch Ischamie oder Reperfusion erzeugt wurden Da Calpai- 
ninhibitoren die Freisetzung von P-AF4-Protein hemmen, wurde eine potentielle Anwendung als Therapeutikum der 
Alzheimer Krankheit yorgeschlagen (Higaki LT. et al., Neuron, 14, 1995: 651-659). Die Freisetzung von Interleukin-la 
wird ebenfalls durch Calpaininhibitoren gehemmt (Watanabe N. et al., Cytokine, 6 (6), 1994: 597-601) Weiterhin wurde 
gefunden, daB Calpaininhibitoren cytotoxische Effekte an Tumorzellen zeigen (Shiba E. et al., 20th Meeting Int Ass 
Breast Cancer Res Sendai Jp, 1994, 25.-28. Sept., Tnt. LT. Onco. 5 (Suppl.), 1 994, 381). Auch bei derRestenose und bei 
Arthntis spielt Calpain eine wichtige Rolle und Calpaininhibitoren konnen das Krankheitsbild positiv beeinflussen 
(March K:L: et al. Circ. Res. 72, 1993: 413-423, Suzuki K. et al., Biochem LT, 285, 1992- 857-86^) 

ioo^To „ m n? hChe Anwendun 8 en von Calpaininhibitoren sind Wang K.K (Trends in Pharmacol. Sci., 15 
1994: 412-419) zu entnehmen. 

Der potenteste und selektivste Calpaininhibitor ist das natUrlich vorkommende intrazellulare Protein Calpastatin Es 

hemmt sowohl Calpain I als auch Calpain H, nicht jedoch andere Cystein- bzw. Thiolproteasen wie Cathepsin B, L oder 

Papain. Das aus ca. 700 Aminosauren bestehende Calpastatin hat jedoch den Nachteil, daB es fur therapeutische Mog- 

lichkeiten aufgrund der CJroBe und der Unpassierbarkeit der Zellmembran nicht in Frage kommt. Neben niedermoleku- 
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laren peptidischen Caipaininhibitoren wurden eine Reihe nicht-peptidischer Inhibitoren identifiziert. Nachteil dieser In- 
hibitoren ist, daB sie instabil sind, rasch metabolisiert werden und zum Teil toxisch sind. Viele Caipaininhibitoren zeich- 
nen sich auBerdem durch eine mangelnde Selektivitat aus, d. h. sie hemmen nicht nur Calpain I und E sondem auch an- 
dere Cysteinproteasen wie Papain, Chymotrypsin, Elastase oder Cathepsin B und L. 

Es besteht daher nach wie vor ein Bedarf nach selektiven, hoch wirksamen Caipaininhibitoren. Fur das Screening nach 5 
diesen selektiven, gut wirksamen Caipaininhibitoren sind hochspezifische Testsysteme erforderlich, die es ermoglichen 
selektive Inhibitoren zu identifizieren. Ublicherweise werden die Screeningtests mit den ubiquitar vorkommenden Cal- 
painen Calpain I und Calpain II durchgefuhrt. 

Fur das Aurhnden selektiver Inhibitoren ist es notwendig und wiinschenswert weitere Calpaine zur 'lestung zur Ver- 
fugung zu stellen, die moglichst gewebespezifisch expriiniert werden, so daB die Inhibitoren auf ihre Selektivitat zwi- to 
schen den einzelnen Calpainen gepruft werden konnen. 

Dariiber hinaus sind weitere neue Calpaine gesuchte Proteine, da sie mit hoher Wahrscheinlichkeit bei den verschie- 
denen K ran kheitshi Idem bzw. Xrankheiten unterschiedlich exprimiert werden und eine wicht.ige Rolle bei diesen Krank- 
heiten spielen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Mittel zur Profilierung und Identifizierung von Caipaininhibitoren zur 15 
Verfugung zu stellen, die es ermoglichen Caipaininhibitoren zu identifizieren, die einerseits nur gegeniiber einem Cal- 
pain inhibierende Wirkung aufweisen, und/oder anderseits gegeniiber mehreren Calpainen inhibierende Wirkung auf- 
weisen und diese als therapeutisches Target zur Verfugung zu stellen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues gewebsspezifisches Calpaingen mit der Sequenz SEQ ID NO. 1 oder SEQ ID 
NC). 3 und der Bezeichnung CAPN6, seine allelischen Varianten, Analoge oder Derivate, die auf der abgeleiteten Ami- 20 
nosaureebene eine Homologie von 60 bis 100% aufweisen, wobei die Calpaingene, ihre allelischen Varianten, Analoge 
oder Derivate folgende Sequenzen enthalten: 

(a) Leu-Gly-Asn-Lys-Ala, 

wobei sich diese Sequenz von der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB die 25 
Aminosaure Cy stein im humanen Calpain I, die die Position 115 im Calpain I besitzt, gegen Lysin, das an Position 
81 der Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 licgt, verandert ist; 

(b) Ala-X-Ser-Cys-Leu-Ala, 

wobei gegeniiber der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren ALanin und Threonin in den 
Positionen 122 und 125 gegen Serin und Alanin in den Positionen 88 und 91 in den Sequenzen SEQ ID No. 1 und 30 
SEQ ID No. 3 verandert sind; 

(c) Gly-Tyr-Thr-(His oder Tyr)-Thr-X-Thr, 

wobei gegeniiber der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Histidin, Alanin und Serin 
in den Positionen 272, 273 und 275 gegen Tyrosin, Ilireonin und Threonin in den Positionen 252, 253 und 255 in 
den Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 verandert sind und in der SEQ ID No. 3 zusatzlich der Tyrosinrest 35 
in Position 274 im Calpain I gegen Histidin in Position 254 in der SEQ ID No. 3 verandert ist; 

(d) Arg-X-Arg-Asn-Pro-Leu-Gly 

wobei sich diese Sequenz von der entsprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB die 
Aminosaure Tryptophan im humanen Calpain I, die die Position 298 im Calpain I besitzt, gegen Leucin, das an Po- 
sition 286 der Sequenzen SEQ ID No. I und SEQ ID No. 3 kegt, verandert ist und 40 
X in den genannten Sequenzen eine beliebige naturliche Aminosaure bedeutet. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Identifizierung von Caipaininhibitoren, wobei man ein Calpain, 
seine allelischen Varianten oder Analoge codiert durch eine Sequenz gemaB Anspruch 1 aus Geweben oder Zellen iso- 
liert und die Inhibierung der Spaltung eines Substrats des Enzyms CAPN6 und in mindestens einem weiteren Test die In- 45 
hibierung der Spaltung eines Substrats der Enzyme Calpain I und/oder II durch Testsubstanzen miBt und die Testsubstan- 
zen auswahlt, die das Enzym CAPN6 und mindestens ein weiteres der Calpaine hemmen. 

Weiterhin ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung von Caipaininhibitoren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Inhibierung der Spaltung eines Substrates des Enzyms CAPN6 bzw. der Calpaine I und/oder II 
durch Testsubstanzen in zellularen Systemen bestimmt und solchc Testsubstanzen auswahlt, die die Zellmembran pas- 50 
sieren und die intrazellulare Aktivitat des Enzyms CAPN6 und/oder der Calpaine I und/oder II hemmen, die das Enzym 
CAPN6 nicht hemmen, jedoch die Enzyme Calpain I und/oder II oder die das Enzym CAPN6 hemmen, nicht jedoch die 
Enzyme Calpain I und/oder II. Auch Substanzen, die eine Aktivitat in vitro gegeniiber den Calpainen zeigen, ohne daB 
ihre Zellgangigkeit getestet wurden, werden vorteilhafterweise ausgewahlt. Zeigt sich in einem anschlieBenden Assay, 
das diese Substanzen nicht oder nur schlecht zellgangig sind, so kann durch Derivatisierung ihre Zellpermeabilitat ver- 55 
bessert werden. 

Humane u- und m-Calpainproteinsequenzen wurden fiir eine Homologiesuche in der EST-Datenbank des National 
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) unter Verwendung des BLAST Verfahrenspro- 
gramms verwendet. Es wurde eine Sequenz mit der Bezeichnung EST AA 050030 gefunden, die eine fiir Calpaine typi- 
sche Sequenz aufweist. Mit Hilfe dieser Sequenz lieB sich ein Klon aus der Maus darstellen, der fur ein Gen kodiert, des- 60 
sen erfindungsgemaBe Genprodukt als neues Calpain die Bezeichnung CAPN6 (= nCL-4) erhielt. Die Nucleinsaurese- 
quenz des Klons nCL-4 ist Sequenz SEQ ID NO: 1 zu entnehmen. Die abgeleitete Aminosauresequenz des Calpains 
CAPN6 ist der Sequenz SEQ ID NO: 2 zu entnehmen. Die unter Berucksichtigung eines vorhandenen Introns deduzierte 
Aminosauresequenz weist eine typische Calpainsignatur auf, wobei eine Zuordnung zu den bekannten Calpain-Subfarni- 
lien uCalpain, mCalpain, nCL-1 oder nCL-2 aufgrund der geringen Homologie nicht moglich ist. Es handelt sich bei dem 65 
Calpain CAPN6 urn ein neues bisher unbekanntes Calpain. Die weiteren Untersuchungen mit dieser Sequenz aus Mau- 
sen in der EST-Datenbank lieferte daruberhinaus noch 4 humane Teilsequenzen (AA 1697 15, CI 7331, CI 6980 und 
T39424) mit einer Homology zur Maus CAPN6-Sequenz. Diese Teilsequenzen konnten zu einer fortlaufenden Sequenz, 
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S!^ in 3 fi 4 A ™" wa . ure " la "S es P^ 11 k °diert, zusammengesetzt werden. Dieser Sequenz fehlt sowohl das tvoische 
Startcodon fur Methion.n als auch das Stopcodon. Bei dieser Sequenz handelt es sich delhalb wohl nuTum eine Teflse 

« ^SSSSS^T " k ' 0nierten MaUSSeqUenZ - DiC H ° m0l ^ e beider *q«— ^ 2 
5 Die von der Gensequenz SEQ ID NO: 1 abgeleitete Proteinsequenz zeigt mit 30% Homoloeie die eroBte Homolnc^ 

10 Aoki et al., Biochemistry 27, 1988- 8122-81^8) Ratten rAPNir-rim bat n i , t>? ( T CAN2 - HUM AN, 

1QQ-1.Q1 o-in u ' o'-oJ. Kaaen-L.AiT<l2 (- CAN2_RAT, Deluca et al.. Bioch m. BioDhvs Acta 

1 1^3) humanen CAPN3 (= CAN3JIUMAN, Richard et al., Cell 81. 27-40) Ratten CAPN3 t- 

miS"^ ' " ™"J£ BioL Chem - 264 ' 1989: 201 06-20H1) undDrosophilaCalpain (=DMCLPNGCM D 

uber Tedsequenzen von 230-520 Aminosauren wurden leicht groBere Homologien von 32 8 W 39 5% Snden^T, e 

weT,h?tfhr 1 t g K nn f er , alS d " "°r l0gien ZU ^ Ue « en <** Alignment! Clustal method wiih PAmS reside 

JS^S^ST^^ MaUS r d hUmanen ^APNe-Sequenz in verschiedensten Datenbanken ergaben Ho- 
™|i k h P \ T humanen Sequenzen mit den Bezeichnungen C16980, T39424. AA16971 R93331 und 
S Ub h er f ^ Fu " kUo "^ k«ne Angaben gemacht wurden. Die Sequenzvergleiche wurde* mit Ser (ienbank EST 
DalnbS 2 h" 7 hrt a m 31 Ce " ter Biotechnolo Sy Information (top: Hwww.ncbi.nlm.nih.yo "und de Wash-J 
zScTnT A ^fiS^^T? "T^ \ den Datenbank ™ wurde auBerdem eine Maus EST Sequenz mit der Be- 
nomrnitdenTie vof, r J 6261 ?™"* aIs Cal P ain S^en. Weitere Angaben konnten den DatSbanken nicht SI 
^^^^^^^F^" 1 ^ 0 V ° n AA1697IT - R93331, C17331 und AA050030 sind unbekann t. 
terfcheide i cTpns^apm^ } ^'w" « emeinsame Eigenschaften auf, die sie von den anderen Calpainen un- 
terscheiden. CAPN5 und CAPN6 weisen tm Vergleich zu den anderen Calpainen neben einer verkiirzten Domane T ein 
™fi S C -:. len » ,na . les E " de ^ das k «ne ausgepnigte Homologie zur Domane IV der ZZZ ^Calpl^ hTn, fiL 
rcich der W IV hegt die Konscnsusscquenz der Ca^-Bindungsstcllc der Calpaine (sog 'EF-Ud") dTcsc Ca^ 
bunden 8 nnH e H e P ^ CAPN6 ' hei6t ^herweise wird kein & an der Domane IV g e 

Scr 0 iut e a;sDo e s 

Nu?der Asn 6 ^estinS^^f r 86 ^ 6 " 2 ^ ** Besonderheit ei " verandertes katalytisches Zentrum 

iw der Asn-Rest in Position 284 ist konserviert. Der Cysteinrest in Position 81 und der Histidinrest in Position ^ w, r 
f a ^ J r C A S gegen L y sln bzw Jyrosin in der Maus CAPN6-Sequenz ausgetauscht. D^^Z^^Z^^ 

P riT=cAP N r^ 

Ld di Aminosauren A^t S^S^g^ £ SS^ 2 ^^^^?^ 80 
SlTde 8 n 8 S 

252 ^53 ?5^to rS« n?7 7 ^ 1 ? ^ t0Sm ' ltaionin ' Threonin und ^ uc ' n ™ den Positionen 
CAPN1 und CAPNe i erf^, d2L Zuor dnung der Aminosauren an den verschiedenen Positionen der Proteine 
r erfolgt durch Sequenzvergleich und Zuordnung der konservierten Regionen der Proteine zueinan- 

S H 1 T X,malC Ubereinstim '«"ng ^ischen den Proteinen auf Aminosaureebenelrfolgt SoSnne^ S 
S3SJSSS£^ m UnterSChiedliC - Proteinfamilie an sehr unter JiedlchTs^S: 
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Tabelle 1 
CAPN6 genomische Sequenzen 



Aminosaure Nr. 


81* 


89 


254* 


284* 


286 1 


Maus CAPN6 (129 ES Zellen DNA) 


K 


C 


Y 


N 


L 


Mensch CAPN6 (HeLa Zellen DNA) 


K 


C 


H 


N 


L 


andere Calpaine 


C 


S/C 


Y 


N 


W 



* Aminosauren des aktiven Zentrums (Arthur et al., FEBS Lett. 

368, 1995: 397 - 400) 
1 niedrige Aktivitat ohne Leucin In m-Calpain (Arthur et al . , 

FEBS Lett. 368, 1995: 397 - 400) 

Tra-3 ist an der Geschlechtsbestimmung von Caenorhabditis elegans beteiligt. In einer Kaskade von mehreren Genen 
und deren Genprodukten entscheidet lra-3 mit dariiber, ob sich Caenorhabditis Mannchen oder Hermaphroditen entwik- 
keln (Kuwabara RE. et al., TTG, Vol. 8, No. 5, 1992: 164-168). Tra-3 scheint an der Sperrnatogenese beteiligt zu sein. 
Die Konservierung der Aminosauren in den verschiedenen Domanen zwischen Maus CAPN6 und tra3 betragt 39,2%; 
42,0%; 30,9% und 22% jeweils fur die Domanen I, II, III und T. 

Ausgehend von aus (la) 17 Mausembryo mRNA abgeleiteten cDNA konnte mit Hilfe einer modifizierten RACE-Me- 
thode (= rapid amplification of cDNA ends) nach Frohman et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 1988, 8998-9002) bzw. 
Edwards et al. (Nucl. Acids Res. 19, 1991, 5227-5232) unter Verwendung der oben genannlen Primer (Cal6 und Cal9) 
sowic Sequenzen, die sich vom EST AA050030 ablcitcn, die Gcsamtscqucnz des Kloncs CAPN6 klonicrt werden. Die 
SEQ ID No. 1 kodiert fur ein Protein mit 641 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 74,6 kDa. Dem Startcodon 
Methionin ist eine typische Sequenz fur den Translationsstart vorgelagert. Die Richtigkeit der Sequenz wurde durch Se- 
quenzierung mehrerer cDNA-Klone mit der genannten Sequenz bestatigt. 

Fig. 2 gibt die Homologien zwischen Maus CAPN5 (= nCL-3), human CAPN5 (= nCL-3), Maus CAPN6 (= nCL-4) 
und humanen CAPN6 (= nCL-4) wieder. Fig. 2 zeigt auBerdem die Sequenzen von Caenorhabditis tra-3, humanen p94, 
Maus m-Calpain, humanen u-Calpain und Ratten nCL-2. Aminosauren, die zwischen den verschiedenen Calpainen und 
CAPN6 ubereinstimmen sind durch dunkle Kastchen gekennzeichnet Striche deuten Lucken an, die um eine maximale 
Ubereinstimmung der Sequenzen zu erreichen, eingefuhrt wurden. Aus der humanen p94-Sequenz wurden zwei Sequen- 
zen der Ubersichtlichkeit wegen entfemt. Diese Bereiche wurden mit = gekennzeichnet. Die konservierten Aminosauren 
des katalytischen Zentrums wurden mit Pfeilen markiert. Die CAL6 und CAL9 entsprechenden Aminosaure-Sequenzen 
wurden unterstrichen. Die Domanenbezeichnungen wurden iiber den relevanten Sequenzsegmenten angegeben. 

Fig. 3 gibt den phylogenetischen Stammbaum der verschiedenen Calpaine wieder. Die phylogenetischen Analysen zur 
Aufstellung dieses Stammbaums wurden unter Verwendung der nachsten Nachbar-Methode (Saitou et al. Mol. Biol. 
Evol. 4, 1987, 406-425) unter AusschluB der Lucken durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser phylogenetischen Analysen konnten 
die Vertebraten- Calpaine in sechs verschiedene Gruppen aufgeteilt werden (Fig. 3, rechte Seite). Die Nicht- Vertebraten- 
Calpaine lassen sich der CAPN5-(= nCL-3-) und CAPN6-(= nCL-4-)Gruppe als nachste Nachbam zuordnen und stehen 
in einer eigenen Gruppe. Die CAPN5 und CAPN6 Gene bilden damit je eine eigene Gruppe von Calpainen, die eine gro- 
Bere Ahnlichkeit zu Invertebraten Calpaine haben als zu Vertebraten Calpaine. Die Lange der horizontalen Linien ist pro- 
portional zur phylogenetischen Entfernung der verschiedenen Calpaine. Die Lange der vertikalen Linien ist ohne Bedeu- 
tung. Die fur die Aufstellung des phylogenetischen Stammbaums verwendeten Sequenzen haben die folgenden SWISS- 
PROT- und EMBL-Nummern ("accession numbers"): Mensch m (P17655), u (P07384), p94 (P20807); Ratten m 
(Q07009), nCL-2 (D14480), p94 (P16259); Maus p94 (X92523); Huhner m (D38026), u (D38027), uYm (P00789), p94 
(D38028); Nematoden tra-3 (U12921); Drosophila Calp A (Q11002) und Dm (X78555), Schistosoma (P27730). Die hu- 
mane nCL-2-Teilsequenz entspricht der Tranlation des EST-Klon AA026030 (Hellier et al., 1995, The Wasch U-Merck 
EST-Projekt). 

Die abgeleitete Aminosauresequenz des EST-Klon AA026030 weist eine hohere als ubliche Homologie nach dieser 
Analyse zur Ratten nCL-2-Sequenz auf. Da hier nur eine Teilsequenz fur die Analyse verwendet wurde, hat der fiir nCL- 
2 erhaltene phylogenetische Stammbaum eine hohere Ungenauigkeit. Die Nematoden CPL1 -Sequenz ist die korrigierte 
Version wie sie von Barnes und Hodjkin (EMBOLI'., 1996, 15: 4477-4484) verwendet wurde. 

Die ersten 7 Exons wurden, wie sie aus der EMBL-Datenbank (Accession No. L25598) zu entnehmen sind, verwen- 
det, wahrend die ietzten 5 Exons durch Verbindung der Nucleotide 8028-8133, 8182-8239, 8729-8818, 8865-8983 und 
9087 bis zum Ende erhalten wurde. Die abgeleitete N-terminale Sequenz ist aufgrund ihrer Lange und ihrer vielen Gly- 
cinreste fiir Calpaine ungewohnlich. 

Das erfindungsgemaBe neue gewebsspezifische Calpain CAPN6 wird nur im Gewebe aus der Placenta exprimiert 
(Fig. 4). Die menschliche Placenta ist ein rasch wachsendes und sich schnell ausdiflerenzierendes Organ. Sie wird des- 
halb auch als "premalignes Gewebe" bezeichnet, da sie ein hochinvasives Gewebe ahnlich dem von malignen Tumoren 
ist. 

Proteasen spielen ein zentrale Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung von Zellen und damit auch in der Pla- 
zenta. Die Plazenta ist reich an Proteasen und Proteaseinhibitoren, die in einem ausgewogenen Gleichgewicht die Ent- 
wicklung der Plazenta ermoglichen. CAPN6 scheint hier eine wichtige Rolle als Protease zu spielen und/oder ist rnogli- 
cherweise an der Regulation anderer Calpain-Cystein-Proteasen beteiligt. 
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in ^sTitSr^ P, T n * ^ GeSt ° Se (= ^ampsie) eine Rolle, die 

hasten -hwangt^^ eine'der 

niert mit erzessiven Odemen und unter Umstanden mit iSrpfSsufn P^Z T ^T' h3ufig k ° mbi - 
eine wichtige Ursache fiirden Tod von Mutter n^ ri^ . c-I u Praeklampsie wahrend der Schwangerschaft ist 
Oder Wachstumsstorungen des ^r^ofS hZtlf A F ™"geburten oder in leichteren Fallen von Unterernahrung 
netische FaktoTnTS^^^ Geschehen an dem beispielsweise ge 

gleichgewichteund^ Imraunto1 ™' y^ MsoconstliktoI ! n . 

J^^^I^^^^S^^ Ver5nderte " VaS «- und Angiotensinasespiegel, der 

Wa^Sr^^ dC \ AbbaUS ™ Somatostatin, Glucagon und 

lichem Serumproteinen ko^d^ 

Moglicherweise nimm, CAPN6 arc rkoZ^ert^fhrh.nH"' p? ebenfan * rtas Wachstu ™ stimulieren. 
und s t euert so die durch z. fiSxTnSSnduS^ ^toL ^^u^ der Emb ^nese teil 

liert. CAPN6 schemt damit an d. Bn£3S3S^E2£t Throphoblasten, ,n dem es andere Calpatne regu- 

Die verschiedenen Inhibitortests wurden dabei wie folgt durchgefuhrt: 

Cathepsin B-Test 

besU^t. thePSin B - HemmUn * -de analog einerMethode von S. Hasnain et al., IT. Biol. Chen, 1993, 268, 235-240 

50fpM 8 ^jte P rden B 2 ^SS^SSS^SSl Jf" T * ^ «* 5 Units in 

biellen oder pflanzlichen ExSto und [D Mn7* ? teStenden chemis ^e" Substanz, einem mikro- 

fur 60 Minuten TESESSS; £ S^StT '^V^?^ ZUgegeben ' Ansatz 

-eaderL^ 

Calpain I und II-Test 

Erythrozyten und Calpain H (0 * U^E ^ durchgefuhrt. Als Enzyme wurde Calpain I (0,04 U/Test) aus 
den Substanzen wurden mit dem Enzvm ftfr ?LTp , We,n ' ^ ^ Calbiochem > bcnutzt. Die zu testen- 

1% des Losungsmittels DMSO nicht hri^S^,^ K P T ,d 2:. inkubiert ' W ° bei dne Konze «^ion von 
der optischen Dichte bei 595 nm"^ 

s,ch aus den optischen Dichten, die bei der maximalen Aktivitai SLT , D,e T 50 ??S e Akuvttat des Enzyms ergibt 

zyms ohne Zugabe von Kalzium bestimm, wuTden ^ Inhlbltoren und Akdvitat des En- 

rim^fcKeS 

brang.gig ke nvonpotentie,,enCai;^ 

Plattchen-Test zur Bestimmung der zellularen Aktivitat von Calpaininhibitoren 
19?3%S 1P l487hi t h 1 \ Abb f U V u° n Pr ° teinen in Plattchen wurde ' wie von ZhaozhaoLi et al LT Med Chem 36 
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SDS-Page Probenpuffer aufgenommen, 5 Minuten bei 95°C gekocht und die Proteine in einem 8%igen Gel aufgetrennt. 
Der Abbau der beiden Proteine Actin bindendes Protein (= ABP) und Tal in wurde durch quantitative Densitometrie ver- 
folgt. Nach der Zugabe von Kalzium und Ionophor verschwanden diese Proteine und es entstanden neue Banden von 
kleiner 200 Kd Moleku large wicht. Daraus wird die halb maximale Enzymaktivitat mit oder als Kontrolle ohne Inhibitor 
bestimmt. 5 

Ebenfalls geeignet fur die Testung der Membrangangigkeit sind Gewebsteile wie Gehirnschnitte oder Zellkulturen. 

Test auf Hemmung gegenuber CAPN6 wird in Zellen durchgefuhrt, die dieses Protein exprimieren und sich dieses mit 
einem spezifischen Antikorper nachweisen laBt. Werden Zellen mit z. B: Kalzium und dem entsprechenden Ionophor sti- 
muliert, fuhrt dies zu einer Aktivierung von CAPN6. Takaomi Saido beschrieb 1992 im LT. Biochem. Vol. 11, 81-86 die 
autolytische Transition von u-Calpain nach Aktivierung und der Nachweis mit Antikorpern. Entsprechende Antikorper 10 
werden fur den Nachweis von CAPN6 erzeugt. Calpain-Inhibitoren verhindern die autolytische Transition und eine ent- 
sprechende Quantifizierung ist mit Antikorpern moglich. 

Neben den beschriebenen in vitro Tests so wie dem zellularen Plattchentest eignen sich alle weiteren dem Fachmann 
bekannten Calpaintests wie der Test auf Hemmung des Glutamat induzierten Zelltods an corticalen Neuronen (Maulucci- 
Gedde M.A. et al., LT. Neurosci. 7, 1987: 357-368), der Kalzium-vermittelte Zelltod in NT2-ZeUen (Squier M.K.T. et 15 
al., LT. Cell. Physiol., 159, 1994: 229-237, Patel T. et al., Faseb Journal 590, 1996: 587-597) oder die Analyse in Ge- 
websproben nach Abbauprodukten von Proteinen wie Spectrin, MAP2 oder Tau (Ami Arai et al., Brain Research, 1991, 
555, 276-280, James Brorson et al., Stroke, 1995, 26, 1259-1267). 

Fur die in vitro-Tests von CAPN6 wird das Calpain CAPN6 oder seine tierischen oder sein humanes Homologes aus 
Geweben oder Zellen in denen das Enzym ublicherweise oder artifiziell (z. B. durch rekombinante Expression) expri- 20 
miert wird wie vorteilhafterweise das Placenta oder aus Zellen oder Mikroorganismen, die mindestens eine Genkopie 
und/oder einen Vektor mit mindestens einer Genkopie des CAPN6-Gens, seiner allelischen Varianten oder Analoge ent- 
halten, aufgereinigt und als Rohextrakt oder als reines Enzym verwendet. 

Fur die erfindungsgemaBen Verfahren werden die verschiedenen Calpaininhibitortests vorteilhafterweise in Kombina- 
tion mit dem Test auf Hemmung der CAPN6-Enzymaktivitat durch potentielle Inhibitoren durchgefuhrt. Dabei werden 25 
Inhibitoren so ausgewahlt, daB sie eniweder nur das Enzym CAPN6 heinmen und nicht die anderen Calpaine oder um- 
gcdrcht nur die anderen Calpaine und nicht das Enzym CAPN6 oder das Enzym CAPN6 und mindestens cin wcitcrcs 
Calpain. Inhibitoren gegen CAPN6 konnen vorteilhafterweise im Falle von Gestose verwendet werden. 

Die verschiedenen Inhibitortests werden dabei so ausgefuhrt, das neben dem Test auf die inhibierende Wirkung der 
Testsubstanz gegenuber CAPN6, Calpain I und/oder II als Kontrolle die Tests ohne die Testsubstanz durchgefuhrt wird. 30 
Durch diese Testanordnung lassen sich einfach die inhibitorischen Wirkungen der Testsubstanzen erkennen. 

Ein weiteres erfindungsgemaBes Verfahren verwendet CAPN6 oder dessen allelische Varianten, Analoge oder synthe- 
tischen Derivate vorteilhafterweise zum Schutz yor der enzymatischen Wirkung anderer Calpaine. 

Ein weiteres erfindungsgemaBes Verfahren verwendet das Enzym CAPN6 zum Screening nach neuen Calpaininhibi- 
toren, wobei diese Inhibitoren vorteilhafterweise generell alle Calpaine oder einzelne Calpaine wie Calpain I, II, nCL-1, 35 
nCl-2 oder CAPN6 hemmen konnen. Die verschiedenen Testsubstanzen konnen dabei einzeln oder parallel in Testsyste- 
men getestet werden. Vorteilhafterweise werden die Testsubstanzen in parallelen, automatisierten Testsystemen auf ihre 
inhibitorische Wirkung hin gescreent. 

Fur die Inhibitortests sind generell alle Substanzen geeignet. So stammen die Substanzen beispielsweise aus der klas- 
sischen chemischen Synthese, aus der Kombinatorik, aus mikrobiellen, tierischen oder pflanzlichen Extrakten. Unter mi- 40 
krobiellen Extrakten sind beispielsweise Fermentationsbruhen, Zellaufschliisse von Mikroorganismen oder Substanzen 
nach Biotransformation zu verstehen. Auch Zellfraktionen sind fur die Tests geeignet. 

Fur die Klonierung des CAPN6-Gens oder seiner tierischen Homologen oder seines humanen Homologen, seiner al- 
lelischen Varianten oder Analogen eignen sich alle prokaryonischen oder eukaryontischen Expressionssysteme, die zur 
Isolierung eines enzymatisch aktiven Genprodukts geeignet sind. Bevorzugt werden Expressionssysteme, die eine Ex- 45 
pression der CAPN6-Gensequenzen in bakteriellen, piizlichen oder tierischen Zellen ganz besonders bevorzugt in Insek- 
tenzellen ermoglicht. Unter enzymatisch aktivem Genprodukt sind CAPN6-Proteine zu verstehen, diedirekt nach Isolie- 
rung aus dem Expressionsorganismus wie beispielsweise aus einer prokaryotischen oder eukaryotischen Zelle oder nach 
Renaturierung ein aktives Protein ergeben, das in der Lage ist mindestens ein bekanntes Calpainsubstrat wie die oben ge- 
nannten oder iiber Autokatalyse sich selbst zu spalten. 50 

Fur die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat sind alle dem Fachmann bekannten Calpaintests wie in vitro-Tests 
wie die oben beschriebenen Tests fur Calpain I und II oder zellulare Tests wie der Plattchentest geeignet. Dabei konnen 
als Detektionsmoglichkeit Tests verwendet werden, die auf Basis eines colon metrischen Assays (Buroker-KilgoreM. et 
al., Anal. Biochem. 208, 1993: 387-392) oder auf Basis eines Fluoreszenz-Assays beruhen. 

AuBerdern sind auch alle Teilsequenzen, die das katalytische Zentrum des CAPN6 Gens und/oder weitere Sequenzen 55 
des CAPN6 Gens und/oder andere Calpaingensequenzen und/oder andere Sequenzen enthalten und enzymatische Akti- 
vitat zeigen, unter enzymatische aktivem Genprodukt von CAPN6 zu verstehen. 

Unter Wirtsorganismen sind alle prokaryotischen oder eukaryontischen Organismen, die als Wirtsorganismen geeig- 
net sind, sind beispielsweise Bakterien wie Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces lividans, Streptococcus car- 
nosus, He fen wie Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pilze wie Aspergillus niger, Insektenzellen 60 
wie Spodoptera frugiperda, Trichoplusia-Zellen oder alle anderen Insektenzellen, die fiir eine virale Expression geeignet 
sind, oder tierische Zellen wie CV1, COS, C127, 3T3 oder CHO oder humane Zellen zu verstehen. 

Unter Expressionssysteme sind die Kombination aus den oben beispielhaft genannten Expressionsorganismen und den 
zu den Organismen passenden Vektoren wie Plasmide, Viren oder Phagen wie das T7 RNA Polymerase/Promoter Sy- 
stem oder Vektoren mit regulatorischen Sequenzen fur den Phagen X zu verstehen. 65 

Bevorzugt sind unter dem BegrirT Expressionssysteme die Kombination aus Escherichia coli und seinen Plasmiden 
und Phagen oder das Baculovirus-System und die entsprechenden Insektenzellen wie Spodoptera frugiperda zu verste- 
hen. 
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n^^iSSS^ttr* EXPreSSi ° n ^ CAPN6 " GenS — — 3' -d/oder 5, Terminate 

Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression des CAPN6 Gens ermoglichen. Dies kann beispiels- 

S i WU "'r rS ^T U " K bCdeUten ' ^ ° en CrSt MCh L,duktion ex P rfmiert oder "berexprinriert wird, «£ S» 

s es soiort expnmiert und/oder uberexprimiert wird. 

fl,,?i e n r nnH 1 l°i iSC K en fTT ^ k6n " en dabei vo ™gs W eise die CAPN6 Genexpression positiv beein- 
flussen und I dadurch erhohen. So kann eme Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf der Tran- 
sknptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden 
10 sertSrd " Clne VerStarkung der Nation indem beispielsweise die Stabilitat derSl verbes 

JnSr" Slnd h 7£?? WCiSe DNA - S ^ uenze " »« verstehen, die iiber eine verbesserte Wechselwirkung zwi- 
schen RNA-Polymerase und DNA eine erhohte CAPN6-Genexpression bewirken 

rere DNA^Vn,™ vo ^schaltetem Promotor bzw. mit oder ohne Regulatorgen konnen ein oder meh- 

rere DNA-oequenzen vor- und/oder nachgeschaltet sein, so daB das Gen in einer Genstruktur enthalten ist. 
h J r TZ?r Sl °? , SS C , APN6 - G f ns laBt sich dariiber hinaus auch durch Erhohen der CAPN6-Genkopienzahl erho- 
i a T v I mg ^ Genk °P ,enzahl ™* CAPN6-Gen beispielsweise in einem CHO-Expressionsvektor amplin^ 
ziert Als Vektoren eigner ,s,ch auch 5 Vektoren der pED-Reihe - dicistronische Vektoren -, die auch das amphSare 
Markergen Dihydrofolat Reduktase enthalten. Details konnen den Current Protocols in Molecular Biology Vol * ' 994 
entnomrnen werden. &y ' 

20 run^Ic S S dCT CAPN6 - Enz y. makt i v itat laBt sich zum Beispiel gegenuber dem Ausgangsenzym durch Verande- 
£3. < A ™ 6 -° en u s seiner tierischen Homologen durch klassische Mutagenese wie UV-Bestrahlung oder Be- 
Wr ionr m \ Che ™7 f ^tagenuen und/oder durch gezielte Mutagenese wie sife directed mutagenesis, Deletion(en) 
Z ^ndS U "^°f ^ S f s ^ tutlon ( en ) erzie1 ^ Eine Erhohung der Enzymaktivitat kann beispielsweise erreicht wer- 
S katal y»^he Zentrum so verandert wird, daB das zu spaltende Substrat rascher umjesetzt wird. Auch kann 

ym Vlt3t neb f , der bes <*riebenen Genamphfikation durch Ausschaltung von Faktoren, die die En- 

Z T rep " n v! Ie ^ n Und/0der dUfCh Sy " LheSe aktiver StaU inakdver CAPN6-Proteine erreicht werden. Auf Z- 
™ S Crh ° htC Enz y ,m ncngcn fiir die in vitro-Tcsts zur Vcrfugung gcstcllt werden 

CAPN6 oder seme tierischen Homologen oder sein humanes Homolog lassen sich vorteilhafterweise ausgehend von 
fSS^ 1H D ^ A "F ^-ndung beis P ielsw ^ der PCR-Technik (siehe Molekular Cloning 8 Sambrok" 
FntschandMamats Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Second Edition 1989,Kapitel 14, 1-35 ISBN 0-87969-309- 
IT nt" li'u^T' V 988 ' V ° k 239 ' 48?ff) kl ° nieren ' bewm * t la6t sich ^APN6 unter Verwendung von genom- 
Snle ren ^ VeWendun S von genomischer DNA aus Mauszellen oder huL^^n 

Es^ri^T? mUS nHi^ ^fT 8 d8nen Sich beis P iek weise aUe Escherichia coli-Stamme, bevorzugt der 
Escherichia co Stamm DH10B. Als Vektoren fur die Klonierung sind alle Vektoren geeignet, die fur die Expression in 
Eschench.a coh geeignet sind I (siehe Molecular Cloning, Sambrok, Fritsch and Maniatis Cold Spring Hartor Tabora- 
oBR odeTn^hl S*^ T' i O" 87969 -^^). Besonders geeignet sind beispielsweise Vektoren. die'sich von 
pBR oder pUC ableiten oder shuttle- Vektoren, ganz besonders geeignet ist pBluescript 

Nach Isolierung und Sequenziemng sind CAPN6-Gene mit Nukleotidsequenzen erhaltlich, die fur die in SEO ID NO 
2 angegebene Ammosauresequenz oder deren AUelvariantionen kodieren. Unter Allelvarianten sind CAPN6-Varianten 
b^S aufwl^n A, ? % ^ A ™ nosaureebene > bevorzugt 70 bis 100%, ganz besonders bevorTugt 80 

b _ 100% aufweisen^ Allelvananten umfassen msbesondere funktioneUe Varianten, die durch Deletion, Insertion oder 

die Z ,n >Z EQ ^ T 1 ^ SEQ 10 NO: 3 ****** ^™ -uu, ^ wob ei 

r iv -fT Th" m ^ ab ^\ e * alt t n " elbt Und d,e Se q uenz en (a) Leu-Gly-Asn-Lys-Ala, (b) Ala-X-Ser-Cys-Leu-Ala, (c) 
^^o^^* ^ (d> A ^- A ^ A -^eu-Gly wie auch in den CAPN^nen, Anal^en 

od^rTNJ n r.i 0 ^ VOn C*™ 6 **? beispielsweise seine tierischen Homologen, verkurzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA 
oder RNA der cod.erenden und mchtcodierenden DNA-Sequenz besonders antisense RNA zu verstehen 

Denvate von CAPN6 sind beispielsweise solche Deri vate, die enzymatisch nicht oder nur schwer spaltbar sind wie die 

nt £w -T P ,° SP " 6 " -P h ° sph ° thi0ate ' bei denen die Phospatgruppe der Nucleinsauren gegen eine Phospho! 
nat- bzw. Thioatgruppe ersetzt wurde. F 

nd^^nth^rT/' der , de 7 n g^ be " en Nukleotidsequenz vo^eschalten ist, kann durch ein oder mehrere Nukleo- 
keit des Promotors beeintrachngt ist. Des weiteren kann der Promotor auch durch Veranderung seiner Sequenz in seiner 
1™^^^^ P — aUCh ^r sy„ q thed Z sche S n el U:- 

k- a Sln t naCh de " e ^ ndun g s g ema Ben Verfahren identifizierten Calpaininhibitoren eignen sich zur Herstellung von Medi- 
kamenten zur Behandlung von Krankheiten bei Calpainfehlfunktionen beispielswlise bei Krankheiten ausgewahlt aus 
oL 3f kardl 1 ov l askularen ' 'mmunologischen, entzundlichen, allergischen, neurologischen, neurodegenerativen 
ode onkolog,schen F.rkrankungen w,e beispielsweise Restenose, Arthritis, Tschamien des Herzen, der Nifre oder de 
Zentralnervensystems (z. B. Htmschlag), Entzundungen, Muskeldystrophien, Katarakten der Augen (Grauer Star) Ver 
uSZ ^ ^ n ^ S T mS (Z> B - TraUma) ' Alzhdmer ^^"^beit, HIV-induzierte Neurlpathy, lSi£L£l 
S^s^T^l^^ ^ Medika ~ - Behandlung vo^Krankheiten der P,a- 

odfrlurGenZapir 66 " CAPN6 -° ensec J uenzen ei g" en sich vorteilhafterweise auch zur Diagnose von Krankheiten 
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Beispiele 
Beispiel 1 

Klonierung des CAPN6-Gens 5 

Die Maus CAPN6 Sequenz (EMBL accession number Y 12583) wurde mit der RACE Methode unter Verwendung von 
Tag 17 Mauseembryonen und Primersequenzen, die von der Sequenz LAST AA050030 abgeleitet wurden, cloniert. Ein 
Plasmidklon, der die entsprechenden EST-Sequenzen enthielt wurde vom I.M.A.G.E consortium (Research Genetics 
Inc.) erhalten. Das humane CAPN6-Homologe wurde uber eine Homologierecherche in der EST-Davenbank unter Ver- 10 
wendung der Mausproteinsequenz und des tblastn-Algorithmus erhalten. Die gefundenen Teilsequenzen konnten zu ei- 
ner unvollstandigen Sequenz des humanen CAPN6 mit einer Lange von 1083 Nukleotiden zusammengefiigt werden 
(SEQ TD NO: 3). 

Beispiel 2 15 

Expression des CAPN6-Gens in verschiedenen Geweben 

Die Expression des CAPN6-Gens in den verschiedenen Geweben wurden mit Hilfe eines 32 P-markierten humane 
cDNA-Fragments mit einem humanen RNA Master Blot der Firma Clontech, welcher RNA 50 verschiedener Gewebe 20 
enthalt, ermittelt. Die Hybridisierung und die hochstringenten Waschbedingungen wurden entsprechend den Vorschrif- 
ten des Herstellers durchgefuhrt. Als CAPN6 cDNA-Fragment wurde eine 2,2 kb EcoRI/XhoI-Fragment, das das EST 
AA050030 beinhaltet fur die Expressionsexperimente verwendet. CAPN6 wurde nur in Gewebe aus der Placenta expri- 
miert (siehe Fig, 4). Als Kontrolle wurde der Blot mit einer humanen Ubiquitin DNA Probe um die RNA Beladung zu er- 
mitteln. 25 

3. Beispiel 

Lokalisierung des CAPN6 Gens auf dem Chromosom 

30 

Die Lokalisierung des Gens im Mensch erfolgte mit Hilfe des NIGMS MenschTNager somatischen Zellhybrid "map- 
ping panel" (Coriell Cell Repositories). Als Primer-Sequenzen fur die PCR-Reaktion wurden folgende Primer verwen- 
det : 5'-gttgaaactgattggggtctg-3' und 5,-ctgtcttcccaaggggtttctc-3\ Die PGR- Amplification wurde mit einer "Annealing"- 
Temperatur von 58°C durchgefuhrt und fuhrte zu einem 200 bp Fragment. Die Ergebnisse wurden auf Ubereinstimmung 
zwischen der Anwesenheit von menschlichen Chromosomen und dem PCR-Produkt untersucht. Die genaue Lokalisie- 35 
rung des Gens im menschlichen Chromosom erfolgte mit Hilfe des "Stanford G3 RH Panel" (Research Genetics) und 
Ubermittelung der PCR-Ergebnisse an den Lokalisierungsservice des Stanford Human Genome Center (http://www.- 
shgc.stanford.edu). Das Mensch CAPN6-Gen wurde auf dem X-Chromosom gekoppelt mit dem Marker DXS7356 ge- 
funden. 

40 

4. Beispiel 
Cathepsin B-Test 

Die Cathepsin B-Hemmung wurde analog einer Methode von S. Hasnain et al., LT. Biol. Chem. 1993, 268, 235-40 be- 45 
stimmt. 

Zu 88 uL Cathepsin B (Cathepsin B aus menschlicher Leber (Calbiochem), verdunnt auf 5 Units in 500 uM Puffer) 
werden 2 uL einer Inhibitor-Losung, hergestellt aus Inhibitor und DMSO (Endkonzentrationen: 100 uM bis 0,01 uM). 
Dieser Ansatz wird fur 60 Minuten bei Raumtemperatur (25°C) vorinkubiert und anschlieBend die Reaktion durch Zug- 
abe von 10 uL 10 mM Z-Arg-Arg-pNA (in Puffer mit 10% DMSO) gestartet. Die Reaktion wird 30 Minuten bei 405 nM 50 
im Mikrotiterplattenreader verfolgt. Aus den maximalen Steigungen werden anschlieBend die IC50 bestimmt. 

5. Beispiel 

Calpain-Test 55 

Die Aktivitat der Calpain Inhibitoren wurde in einem colorimetrischen Test mit Casein nach Hammarsten (Merck, 
Darmstadt) als Substrat untersucht. Der Test wurde in der Mikrotiterplatte, entsprechend der Veroffentlichung von Buro- 
ker-Kilgore und Wang in Anal. Biochemistry 208, 387-392 (1993), durchgefuhrt. Als Enzym wurde CAPN6, welches in 
einem der oben beschriebenen Systemen exprimiert und anschlieBend gereinigt wurde, verwendet. Die Suhstanzen wur- 60 
den mit dem Enzym fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei eine Konzentration von 1% des Losungsmit- 
tels DMSO nicht uberschritten wurde. Nach Zugabe des Bio-Rad Farbreagenz erfolgte die Messung der optischen Dichte 
bei 595 nm in dem Easy Reader EAR 400 der Firma SLT. Die 50%ige Aktivitat des Enzyms ergibt sich aus den optischen 
Dichten, die bei der maximalen Aktivitat des Enzyms ohne Inhibitoren und der Aktivitat des Enzyms ohne Zugabe von 
Kalzium besummt wurden. 65 
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6. Beispiel 

Plattchen-Test zur Bestimmung der zellularen Aktivitat von Calpain-Inhibitoren 

^llf&T m u tel u Ab I bau 1 von ^einen ™ Plattchen wurde, wie von ZhaozhaoLi et aL, LT. Med Chem 1993 
36 3472-3480 beschneben, durchgefiihrt. Humane Plattchen wurden aus frischem Natrium-C trat>Blur V on S^endem 

v^SS iS^^i ?h ; nUt t n V Ml ^ verschiedenen Konzentrationen an Inhibitoren (gelost in DMSO) 
vonnkubiert Danach ertolgte die Zugabe von Kalziumionophor A 23187 (1 uM im Test) und Kalzium (5 mM im lest 
und eine weuere Inkubauon von 5Minuten bei 37°C. Nach einem Zentrifugationsschrit ivnJ^iS^ S^ 
Abfar^bTH^ er aufgenommen 5 Minuten bei 95°C gekocht und die Protdne in einem 8% igen Sc^^nt Sr 

d* mach Z v f Ctin b,n , d f deS Pr ° tein (ABP) Und Tal in wurde durch quantitativeDensitomelS ^5bK 

?d iS-J 1 g k?" Kal ™™ und To ™P h ™ d ^e Proteine ven;chwanden und eine neue Bande im BereVch von ^00 
Kd Molekulargewicht entstand. Daraus wird die halb maximale Enzymaktivitar bestimmt 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: Carl Bosch Strasse 

(C) ORT: Ludwigshaf en 

(D) BUNDESLAND: Rheinland-Pf alz 

( E ) LAND : Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-67056 

(ii) ANMELDETITEL : Neue gewebsspezif ische Calpaine, ihre 
Her stel lung und Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 



(2) INFORMATION ZD SEQ ID NO: 1: 



10 



15 



20 



(iv) COMPUTER- LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 25 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



30 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 2069 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 35 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 40 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANT I SENSE: NEIN 

45 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Mus musculus 

(vii) UNMI TTELBARE HERKUNFT: 50 

(B) CLON: CAPN6 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : 5'UTR 55 

(B) LAGE: 1..129 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME /SCHLUSSEL : CDS 60 

(B) LAGE: 130. .2055 



65 
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(ix> MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: 3'UTR 

(B) LAGE: 2056.. 2069 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 1: 

GGGGTTACCT GGCTAAGAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG CAGCAGCAGT AGCAGCAGCA 60 

GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA GCAGGGTTCC TGAGCTAACT CAGACCTAGT 120 

TTGATAGCA ATG GGT CCT CCT CTG AAG CTC TTC AAA AAC CAG AAG TAC 168 
is Met G1 y p ro Pro Leu Lys Leu Phe Lys Asn Gin Lys Tyr 

1 5 io 

CAA GAA CTG AAG CAG GAG TGC ATG AAG GAT GGC CGC CTT TTC TGT GAC 216 
Gin Glu Leu Lys Gin Glu Cys Met Lys Asp Gly Arg Leu Phe Cys Asp 
15 20 25 

CCA ACC TTC CTA CCG GAG AAT GAT TCT CTG TTT TTC AAC CGG CTG CTT 264 
Pro Thr Phe Leu Pro Glu Asn Asp Ser Leu Phe Phe Asn Arg Leu Leu 
25 30 35 40 45 

CCT GGG AAG GTG GTG TGG AAG CGT CCA CAG GAC ATT TCT GAT GAC CCC 312 
Pro Gly Lys Val val Trp Lys Arg Pro Gin Asp He Ser Asp Asp Pro 
30 50 55 60 

CAC CTG ATT GTG GGC AAC ATC AGC AAC CAC CAG CTG ATC CAG GGC AGA 360 
His Leu He Val Gly Asn He Ser Asn His Gin Leu He Gin Gly Arg 
65 70 75 

TTG GGG AAC AAG GCA ATG ATC TCT GCA TTT TCC TGT TTG GCT GTT CAG 4 08 

Leu Gly Asn Lys Ala Met He Ser Ala Phe Ser Cys Leu Ala Val Gin 
80 85 90 

GAG TCA CAC TGG ACA AAG GCA ATT CCC AAC CAC AAG GAT CAG GAA TGG 456 
Glu Ser His Trp Thr Lys Ala He Pro Asn His Lys Asp Gin Glu Trp 
95 100 105 

GAT CCT CGA AAG CCA GAG AAA TAC GCT GGA ATC TTT CAC TTC CGC TTC 504 
Asp Pro Arg Lys Pro Glu Lys Tyr Ala Gly He Phe His Phe Arg Phe 
110 115 120 125 

TGG CAT TTT GGA GAA TGG ACC GAG GTG GTG ATT GAT GAC TTG CTT CCC 552 
Trp His Phe Gly Glu Trp Thr Glu Val Val He Asp Asp Leu Leu Pro 
13 ° 135 140 
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ACC ATC AAC GGA GAT CTG GTC TTC TCA TTC TCC ACC TCC ATG AAT GAG 600 
Thr He Asn Gly Asp Leu Val Phe Ser Phe Ser Thr Ser Met Asn Glu 
145 150 155 

TTT TGG AAT GCT CTA CTG GAA AAA GCG TAT GCA AAG CTG CTG GGC TGT 648 
Phe Trp Asn Ala Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu Leu Gly Cys 
160 165 170 
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TAT GAG GCT TTG GAT GGT CTG ACC ATC ACT GAT ATC ATC ATG GAC TTC 696 
Tyr Glu Ala Leu Asp Gly Leu Thr lie Thr Asp lie He Met Asp Phe 
175 180 185 

5 

ACT GGC ACA CTG GCT GAA ATC ATT GAC ATG CAG AAA GGA CGA TAC ACT 744 
Thr Gly Thr Leu Ala Glu lie He Asp Met Gin Lys Gly Arg Tyr Thr 
190 195 200 205 

10 

GAT CTT GTT GAG GAG AAG TAC AAG CTG TTT GGA GAA CTG TAC AAA ACG 792 
Asp Leu Val Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr 
210 215 220 

15 

TTC ACC AAA GGA GGT CTA ATT TGC TGC TCC ATT GAG TCT CCC AGC CAG 840 
Phe Thr Lys Gly Gly Leu lie Cys Cys Ser lie Glu Ser Pro Ser Gin 
225 230 235 

GAG GAA CAA GAA GTT GAA ACA GAC TGG GGA CTA CTG AAG GGT TAT ACC 888 20 

Glu Glu Gin Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly Tyr Thr 
240 245 250 

TAC ACC ATG ACT GAT ATT CGC AAG CTC CGT CTC GGA GAA AGA CTT GTG 936 25 

Tyr Thr Met Thr Asp He Arg Lys Leu Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val 
255 260 265 

GAA GTC TTC AGT ACT GAG AAG CTG TAT ATG GTT CGC CTA AGG AAC CCA 984 30 

Glu Val Phe Ser Thr Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro 
270 275 280 285 

TTG GGA AGA CAG GAA TGG AGT GGC CCC TGG AGT GAA ATT TCA GAG GAG 1032 35 

Leu Gly Arg Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu 
290 295 300 

TGG CAG CAA CTG ACT GTA ACA GAT CGC AAG AAC CTA GGA CTT GTT ATG 1080 
Trp Gin Gin Leu Thr Val Thr Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met 40 
305 310 315 

TCT GAT GAT GGA GAA TTT TGG ATG AGT CTG GAA GAT TTT TGC CAC AAC 1128 
Ser Asp Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys His Asn 45 
320 325 330 

TTT CAC AAA CTG AAT GTC TGC CGC AAT GTG AAT AAT CCT GTT TTT GGC 1176 
Phe His Lys Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro Val Phe Gly 
335 340 345 

CGC AAG GAG CTG GAA TCA GTG GTG GGA TGT TGG ACT GTG GAT GAT GAC 1224 
Arg Lys Glu Leu Glu Ser Val Val Gly Cys Trp Thr Val Asp Asp Asp 
350 355 360 365 

CCT CTG ATG AAC CGA TCA GGA GGT TGC TAT AAC AAC CGT GAT ACC TTC 1272 
Pro Leu Met Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe 
370 375 380 
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TTG CAG AAT CCT CAG TAC ATT TTC ACT GTG CCC GAG GAT GGC CAT AAA 1320 
Leu Gin Asn Pro Gin Tyr lie Phe Thr Val Pro Glu Asp Gly His Lys 
385 390 395 

GTC ATC ATG TCA CTG CAA CAG AAG GAC CTA CGC ACT TAC CGC CGA ATG 1368 
Val He Met Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met 
400 405 410 

GGA AGA CCT GAT AAT TAC ATC ATT GGT TTT GAG CTC TTC AAG GTG GAG 1416 
Gly Arg Pro Asp Asn Tyr He He Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu 
415 420 425 

ATG AAC CGA AGG TTC CGT CTT CAC CAT CTG TAT ATT CAG GAG CGT GCT 1464 
Met Asn Arg Arg Phe Arg Leu His His Leu Tyr He Gin Glu Arg Ala 
430 435 440 445 

GGG ACT TCC ACT TAT ATC GAC ACC CGT ACT GTG TTT CTG AGC AAG TAT 1512 
Gly Thr Ser Thr Tyr He Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr 
450 455 460 

CTG AAG AAG GGC AGC TAC GTG CTT GTT CCA ACC ATG TTC CAA CAT GGC 1560 
Leu Lys Lys Gly Ser Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly 
465 470 475 

CGT ACC AGT GAA TTT CTG CTG AGG ATC TTC TCT GAA GTG CCC GTC CAG 1608 
Arg Thr Ser Glu Phe Leu Leu Arg He Phe Ser Glu Val Pro Val Gin 
480 485 490 

CTC AGG GAA CTG ACC TTG GAC ATG CCC AAG ATG TCT TGC TGG AAC CTG 1656 
Leu Arg Glu Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu 
495 500 505 

40 GCA CGT GGC TAC CCA AAG GTG GTT ACC CAG ATC ACT GTC CAC AGT GCT 1704 
Ala Arg Gly Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin He Thr Val His Ser Ala 
510 515 520 525 

45 GAG GGC CTG GAG AAG AAG TAT GCC AAT GAA ACT GTC AAT CCA TAT CTG 1752 
Glu Gly Leu Glu Lys Lys Tyr Ala Asn Glu Thr Val Asn Pro Tyr Leu 
530 535 540 

5q ATC ATC AAA TGT GGA AAG GAG GAA GTC CGT TCC CCT GTC CAG AAG AAT 1800 
He He Lys Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn 
545 550 555 

ACT GTG CAT GCC ATT TTT GAC ACG CAG GCC GTT TTC TAC AGA AGG ACC 1848 
Thr Val His Ala He Phe Asp Thr Gin Ala Val Phe Tyr Arg Arg Thr 
560 565 570 

ACT GAC ATT CCT ATT ATC ATC CAG GTG TGG AAC AGC AGA AAA TTC TGT 1896 
Thr Asp He Pro He He He Gin Val Trp Asn Ser Arg Lys Phe Cys 
575 580 585 
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GAT CAG TTC CTG GGG CAG GTT ACT CTC GAT GCT GAG CCC AGC GAC TGC 1944 
Asp Gin Phe Leu Gly Gin Val Thr Leu Asp Ala Asp Pro Ser Asp Cys 
590 595 600 605 

5 

CGT GAT CTG AAA TCT CTG TAC CTG CGT AAG AAG GGT GGT CCT ACT GCC 1992 
Arg Asp Leu Lys Ser Leu Tyr Leu Arg Lys Lys Gly Gly Pro Thr Ala 
610 615 620 

10 

AAA GTC AAG CAA GGT CAC ATC AGC TTC AAA GTT ATC TCT AGC GAT GAT 2040 
Lys Val Lys Gin Gly His lie Ser Phe Lys Val He Ser Ser Asp Asp 
625 630 635 

15 

CTC ACT GAG CTC TAAGTAGTCA TCATCAG 2069 
Leu Thr Glu Leu 
640 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 



Trp Thr Lys Ala He Pro Asn His Lys Asp Gin Glu Trp Asp Pro Arg 
100 105 110 

Lys Pro Glu Lys Tyr Ala Gly He Phe His Phe Arg Phe Trp His Phe 
115 120 125 

Gly Glu Trp Thr Glu Val Val He Asp Asp Leu Leu Pro Thr He Asn 
130 135 140 



20 



(i) SEQUENZ CHARAKTERI ST IKA : 

(A) LANGE: 641 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 25 
(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBDNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Gly Pro Pro Leu Lys Leu Phe Lys Asn Gin Lys Tyr Gin Glu Leu 
15 10 15 

Lys Gin Glu Cys Met Lys Asp Gly Arg Leu Phe Cys Asp Pro Thr Phe 
20 25 30 

Leu Pro Glu Asn Asp Ser Leu Phe Phe Asn Arg Leu Leu Pro Gly Lys 
35 40 45 

Val Val Trp Lys Arg Pro Gin Asp He Ser Asp Asp Pro His Leu He 
50 55 60 

Val Gly Asn He Ser Asn His Gin Leu He Gin Gly Arg Leu Gly Asn 
65 70 75 80 

Lys Ala Met He Ser Ala Phe Ser Cys Leu Ala Val Gin Glu Ser His 50 
85 90 95 
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Gly Asp Leu Val Phe Ser Phe Ser Thr Ser Met Asn Glu Phe Trp Asn 
145 WO 155 160 

Ala Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu Leu Gly Cys Tyr Glu Ala 
165 170 175 

w Leu Asp Gly Leu Thr He Thr Asp He He Met Asp Phe Thr Gly Thr 

180 185 190 

Leu Ala Glu He He Asp Met Gin Lys Gly Arg Tyr Thr Asp Leu Val 
is 195 200 205 

Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr Phe Thr Lvs 
210 215 220 

Gly Gly Leu He Cys Cys Ser He Glu Ser Pro Ser Gin Glu Glu Gin 
225 230 235 240 

^ Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly Tyr Thr Tyr Thr Met 

245 250 255 

Thr Asp He Arg Lys Leu Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val Glu Val Phe 
3 0 260 265 270 

Ser Thr Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro Leu Gly Arg 
275 280 285 

35 Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu Trp Gin Gin 
290 295 300 

Leu Thr Val Thr Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met Ser Asp Asn 

40 305 310 ,1,- 

JJ - U 315 320 

Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys His Asn Phe His Lys 
325 330 335 

45 

Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro Val Phe Gly Arg Lys Glu 
340 345 350 

50 Leu Glu ser Val Val Gly Cys Trp Thr Val Asp Asp Asp Pro Leu Met 
355 360 365 

Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe Leu Gin Asn 
55 370 375 380 



60 



Pro Gin Tyr He Phe Thr Val Pro Glu Asp Gly His Lys Val He Met 
385 390 395 400 

Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met Gly Arg Pro 
405 410 415 

6s Asp Asn Tyr lie He Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu Met Asn Arg 
420 425 430 
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Arg Phe Arg Leu His His Leu Tyr lie Gin Glu Arg Ala Gly Thr Ser 
435 440 445 

Thr Tyr lie Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr Leu Lys Lys 
450 455 460 

Gly Ser Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly Arg Thr Ser 
465 470 475 480 

Glu Phe Leu Leu Arg lie Phe Ser Glu Val Pro Val Gin Leu Arg Glu 
485 490 495 

Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu Ala Arg Gly 
500 505 510 

Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin lie Thr Val His Ser Ala Glu Gly Leu 
515 520 525 

Glu Lys Lys Tyr Ala Asn Glu Thr Val Asn Pro Tyr Leu lie lie Lys 
530 535 540 

Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn Thr Val His 
545 550 555 560 

Ala lie Phe Asp Thr Gin Ala Val Phe Tyr Arg Arg Thr Thr Asp lie 
565 570 575 

Pro lie lie lie Gin Val Trp Asn Ser Arg Lys Phe Cys Asp Gin Phe 35 
580 585 590 

Leu Gly Gin Val Thr Leu Asp Ala Asp Pro Ser Asp Cys Arg Asp Leu 

595 600 605 40 

Lys Ser Leu Tyr Leu Arg Lys Lys Gly Gly Pro Thr Ala Lys Val Lys 
610 615 620 



Gin Gly His lie Ser Phe Lys Val lie Ser Ser Asp Asp Leu Thr Glu 
625 630 635 640 

Leu 



10 
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25 



30 



45 



50 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1125 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iii) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: CAPN6 

(ix) MERKMALE : 

(A) NAME/ SCHLUSSEL ; CDS 

(B) LAGE: 2.. 1125 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

G CTT GTT GAG GAG AAG TAC AAG CTA TTC GGA GAA CTG TAC AAA ACA 46 
Leu Val Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr 
1 5 10 15 

TTT ACC AAA GGT GGT CTG ATC TGC TGT TCC ATT GAG TCT CCC AAT CAG 94 
Phe Thr Lys Gly Gly Leu lie Cys Cys Ser lie Glu Ser Pro Asn Gin 
25 20 25 30 

GAG GAG CAA GAA GTT GAA ACT GAT TGG GGT CTG CTG AAG GGC CAT ACC 142 
Glu Glu Gin Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly His Thr 

30 35 40 45 

TAT ACC ATG ACT GAT ATT CGC AAA ATT CGT CTT GGA GAG AGA CTT GTG 190 
Tyr Thr Met Thr Asp lie Arg Lys lie Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val 
50 55 60 

GAA GTC TTC AGT GCT GAG AAG CTG TAT ATG GTT CGC CTG AGA AAC CCC 238 

Glu val Phe Ser Ala Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro 
65 70 75 

TTG GGA AGA CAG GAA TGG AGT GGC CCC TGG AGT GAA ATT TCT GAA GAG 286 
Leu Gly Arg Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu 
80 85 90 95 

TGG CAG CAA CTG ACT GCA TCA GAT CGC AAG AAC CTG GGG CTT GTT ATG 334 
Trp Gin Gin Leu Thr Ala Ser Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met 
100 105 110 

TCT GAT GAT GGA GAG TTT TGG ATG AGC TTG GAG GAC TTT TGC CGC AAC 382 
Ser Asp Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys Arg Asn 
115 120 125 

55 TTT CAC AAA CTG AAT GTC TGC CGC AAT GTG AAC AAC CCT ATT TTT GGC 430 
Phe His Lys Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro He Phe Gly 
130 135 140 

6f) CGA AAG GAG CTG GAA TCG GTG TTG GGA TGC TGG ACT GTG GAT GAT GAT 4 78 

Arg Lys Glu Leu Glu Ser Val Leu Gly Cys Trp Thr val Asp Asp Asp 
145 150 155 

65 
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CCC CTG ATG AAC CGC TCA GGA GGC TGC TAT AAC AAC CGT GAT ACC TTC 526 
Pro Deu Met Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe 
160 165 170 175 

5 

CTG CAG AAT CCC CAG TAC ATC TTC ACT GTG CCT GAG GAT GGG CAC AAG 574 
Leu Gin Asn Pro Gin Tyr lie Phe Thr val Pro Glu Asp Gly His Lys 
180 185 190 

10 

GTC ATT ATG TCA CTG CAG CAG AAG GAC CTG CGC ACT TAC CGC CGA ATG 622 
Val He Met Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met 
195 200 205 

15 

GGA AGA CCT GAC AAT TAC ATC ATT GGC TTT GAG CTC TTC AAG GTG GAG 670 
Gly Arg Pro Asp Asn Tyr He lie Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu 
210 215 220 

ATG AAC CGC AAA TTC CGC CTC CAC CAC CTC TAC ATC CAG GAG CGT GCT 718 20 

Met Asn Arg Lys Phe Arg Leu His His Leu Tyr lie Gin Glu Arg Ala 
225 230 235 

GGG ACT TCC ACC TAT ATT GAC ACC CGC ACA GTG TTT CTG AGC AAG TAC 766 25 

Gly Thr Ser Thr Tyr He Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr 
240 245 250 255 

CTG AAG AAG GGC AAC TAT GTG CTT GTC CCA ACC ATG TTC CAG CAT GGT 814* 30 

Leu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly 
260 265 270 

CGC ACC AGC GAG TTT CTC CTG AGA ATC TTC TCT GAA GTG CCT GTC CAG 862 
Arg Thr Ser Glu Phe Leu Leu Arg He Phe Ser Glu Val Pro Val Gin 
275 280 285 

CTC AGG GAA CTG ACT CTG GAC ATG CCC AAA ATG TCC TGC TGG AAC CTG 910 
Leu Arg Glu Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu 40 
290 295 300 

GCT CGT GGC TAC CCG AAA GTA GTT ACT CAG ATC ACT GTT CAC AGT GCT 958 
Ala Arg Gly Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin He Thr Val His Ser Ala 45 
305 310 315 

GAG GAC CTG GAG AGG AGG TAT GCC AAT GGA ACT GTA AAC CCA TAT TTG 1006 
Glu Asp Leu Glu Arg Arg Tyr Ala Asn Gly Thr Val Asn Pro Tyr Leu 
320 325 330 335 

GTC ATC AAA TGT GGA AAG GAG GAA GTC CGT TCT CCT GTC CAG AAA AAT 1054 
Val He Lys Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn 
340 345 350 



50 



55 



ACA GTT CAT GCC ATT TTT GAC ACC CAT GCC ATT TTC TAC AGA AGG ACC 1102 
Thr Val His Ala He Phe Asp Thr His Ala He Phe Tyr Arg Arg Thr 

355 360 365 60 



65 
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ACG GAC ATT CCT ATT ATA GTA CA 1125 
Thr Asp He Pro lie He Val 
370 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 374 Aminos aur en 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 



Leu Val Glu Glu Lys Tyr Lys Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Lys Thr Phe 
20 1 5 10 15 

Thr Lys Gly Gly Leu lie Cys Cys Ser lie Glu Ser Pro Asn Gin Glu 
20 25 30 



Glu Gin Glu Val Glu Thr Asp Trp Gly Leu Leu Lys Gly His Thr Tyr 
35 40 45 

Thr Met Thr Asp lie Arg Lys He Arg Leu Gly Glu Arg Leu Val Glu 
50 55 60 

Val Phe Ser Ala Glu Lys Leu Tyr Met Val Arg Leu Arg Asn Pro Leu 
65 70 75 80 

Gly Arg Gin Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Glu He Ser Glu Glu Trp 
85 90 95 

Gin Gin Leu Thr Ala Ser Asp Arg Lys Asn Leu Gly Leu Val Met Ser 
100 105 110 



Asp Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser Leu Glu Asp Phe Cys Arg Asn Phe 
115 120 125 

45 

His Lys Leu Asn Val Cys Arg Asn Val Asn Asn Pro He Phe Gly Arg 
130 135 140 

Lys Glu Leu Glu Ser Val Leu Gly Cys Trp Thr Val Asp Asp Asp Pro 
50 145 150 155 160 

Leu Met Asn Arg Ser Gly Gly Cys Tyr Asn Asn Arg Asp Thr Phe Leu 
165 170 175 

55 

Gin Asn Pro Gin Tyr He Phe Thr Val Pro Glu Asp Gly His Lys Val 
180 185 190 

60 He Met Ser Leu Gin Gin Lys Asp Leu Arg Thr Tyr Arg Arg Met Gly 
195 200 205 



65 
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Arg Pro Asp Asn Tyr lie lie Gly Phe Glu Leu Phe Lys Val Glu Met 
210 215 220 

Asn Arg Lys Phe Arg Leu His His Leu Tyr lie Gin Glu Arg Ala Gly 5 
225 230 235 240 

Thr Ser Thr Tyr lie Asp Thr Arg Thr Val Phe Leu Ser Lys Tyr Leu 

245 250 255 10 

Lys Lys Gly Asn Tyr Val Leu Val Pro Thr Met Phe Gin His Gly Arg 
260 265 270 

15 

Thr Ser Glu Phe Leu Leu Arg lie Phe Ser Glu Val Pro Val Gin Leu 
275 280 285 

Arg Glu Leu Thr Leu Asp Met Pro Lys Met Ser Cys Trp Asn Leu Ala 20 
290 295 300 

Arg Gly Tyr Pro Lys Val Val Thr Gin lie Thr Val His Ser Ala Glu 

305 310 315 320 25 

Asp Leu Glu Arg Arg Tyr Ala Asn Gly Thr Val Asn Pro Tyr Leu Val 
325 330 335 

30 

lie Lys Cys Gly Lys Glu Glu Val Arg Ser Pro Val Gin Lys Asn Thr 
340 345 350 

Val His Ala lie Phe Asp Thr His Ala lie Phe Tyr Arg Arg Thr Thr 35 
355 360 365 

Asp lie Pro lie lie Val 

370 40 

Patentanspruche 

1. CAPN6-Calpaingen mit der Sequenz SEQ ID NO. 1 oder SEQ ID NO. 3, seine allelischen Varianten, Analoge 45 
oder Derivate, die auf der abgeleiteten Aminosaureebene eine Homologie von 60 bis 100% aufweisen, wobei die 
Calpaingene, ihre allelischen Varianten, Analoge oder Derivate folgende Sequenzen enthalten: 

(a) Leu-Gly-Asn-Lys-Ala, 

wobei sich diese Sequenz von der enisprechenden Sequenz ini humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB 
die Aminosaure Cystein irn humanen Calpain I, die die Position 115 im Calpain I besitzt, gegen Lysin, das an 50 
Position 81 der Sequenzen SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 3 liegt, verandert ist; 

(b) Ala-X-Ser-Cys-Leu-Ala, 

wobei gegeniiber der enisprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Alanin und Threonin in 
den Positionen 122 und 125 gegen Serin und Alanin in den Posilionen 88 und 91 in den Sequenzen SEQ ID No. 
1 und SEQ ID No. 3 verandert sind; 55 

(c) Gly-Tyr-'llir-CHis oder lyr)-Thr-X-Thr, 

wobei gegeniiber der enisprechenden Sequenz im humanen Calpain I die Aminosauren Histidin, Alanin und 
Serin in den Positionen 272, 273 und 275 gegen Tyrosin, Threonin und Threonin in den Positionen 252, 253 
und 255 in den Sequenzen SEQ ID No. I und SEQ ID No. 3 verandert sind und in der SEQ ID No. 3 zusatzlich 
der Tyrosinrest in Position 274 im Calpain T gegen Histidin in Position 254 in der SEQ TD No. 3 verandert. ist; 60 

(d) Arg-X-Arg-Asn-Pro-Leu-Gly 

wobei sich diese Sequenz von der enisprechenden Sequenz im humanen Calpain I dadurch unterscheidet, daB 
die Aminosaure Tryptophan im humanen Calpain I, die die Position 298 im Calpain I besitzt, gegen Leucin, 
das an Position 286 der Sequenzen SEQ ED No. 1 und SEQ ID No. 3 liegt, verandert ist und 

X in den genannten Sequenzen eine beliebige nattirliche Aminosaure bedeutet. 65 

2. Genkonstrukt enthaltend ein CAPN6-Calpaingen, seine allelischen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1, 
das funktionell mit einem oder mehreren Regulationssignalen zur Erhdhung der Genexpression funktioneil ver- 
knupft ist. 
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3. Aminosauresequenzen codiert durch CAPN6-Gene, allelischen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1 

4. Aminosauresequenzen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich urn enzymatisch aktive Proteine 
handelt. 

5. Verfahren zur Identifizierung von Calpaininhibitoren, wobei man ein Calpain, seine allelischen Varianten oder 
Analoge codiert durch eine Sequenz gemaB Anspruch 1 aus Geweben oder Zellen isoliert und die Inhibierung der 
Spaltung eines Substrats des Enzyms CAPN6 und in mindestens einem weiteren Test die Inhibierung der Spaltung 
eines Substrats der Enzyme Calpain I und/oder II durch Testsubstanzen miBt und die Testsubstanzen auswahlt die 
das Enzym CAPN6 und mindestens ein weiteres der Calpaine hemmen. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die lestsubstanzen auswahlt, die das Enzym 
CAPN6 mcht hemmen, jedoch die Enzyme Calpain I und/oder II. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die Testsubstanzen auswahlt, die das Enzym 
CAPN6 hemmen, nicht jedoch die Enzyme Calpain I und/oder II. 

8. Verfahren nach den Anspriichen 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man die Testsubstanzen auswahlt, die in 
zellularen Systemen die Zellmembran passieren. 

9. Verfahren zur Herstellung des Enzyms CAPN6 sowie seiner allelischen Varianten oder Analoge, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man mindestens eine Kopie der Gensequenzen fur CAPN6, seine allelischen Varianten oder Ana- 
loge gemaB Anspruch 1 in einen Vektor kloniert und in einem dem Vektor entsprechenden Wirtsorganismus das Gen 
fur das Enzym CAPN6, seine allelischen Varianten oder Analoge exprimiert und anschlieBend das Enzym aus dem 
Wirtsorganismus isoliert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man einen Vektor verwendet der in prokaryontischen 
oder eukaryontischen Zellen die Expression der Gene, der allelischen Varianten oder Analoge ermoglicht. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man als Wirtsorganismus Bakterien, pilzliche oder 
Uensche Zellen verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man als Vektor Baculoviren und als Wirtsorganismus 
25 Insektenzellen verwendet. 

13. Verwendung eines Calpaininhibitors identifizierbar gemaB den Anspriichen 5 bis 8 zur Herstellung von Medi- 
kamenten zur Bchandlung von Krankhcitcn bci dcncn cine Calpainfchlfunktion vorlicgt. 

14. Verwendung eines Calpaininhibitors nach Anspruch 13 zur Herstellung von Medikamenten zur Behandlung 
von Krankheiten ausgewahlt aus der Gruppe der kardiovaskularen, immunologischen, entziindlichen, allergischen 
neurologischen, neurodegenerativen oder onkologischen Erkrankungen. 

15. Verwendung einer Aminosauresequenz gemaB Anspruch 3 in Testsystemen. 

16. Verwendung einer Aminosauresequenz gemaB Anspruch 3 zur Herstellung von Antikorpern. 

17. Verwendung einer Gensequenz, seiner allelischen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1 zur Herstellung 
von antisense mRNA. fe 

18. Verwendung der antisense mRNA nach Anspruch 17 zur Herstellung von Medikamenten zur Behandlung von 
Krankheiten bei denen eine Calpainfehlfunktion vorliegt. 

19. Verwendung eines Calpaingens sowie seiner allelischen Varianten oder Analoge gemaB Anspruch 1 zur Dia- 
gnose von Krankheiten oder in der Gentherapie. 
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